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บทคัดยอ 
งานวิจัยนี้เปนการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของชันโรงในพื้นท่ีจังหวัดนครนายกดวยวิธี HAT-RAPD และ
วิเคราะหลําดับเบสของยีน 16SrRNA ของชันโรง 6 ชนิด จํานวน 43 ตัวอยาง ผลการวิเคราะหดวยเทคนิค HAT-RAPD พบวา 
Tetragonula pagdeni มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงท่ีสุด โดยมีรูปแบบของ haplotype จํานวน 10 แถบ มี %polymorphic 
band เทากับ 76.92 และ mean of heterozygosity เทากับ 0.2240.056 ในขณะ Tetragonilla collina, Tetragonula sirindhornae, 
Tetragonula hirashimai, Lisotrigona furva และ Lepidotrigona terminata มีความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับตํ่า จากการ
วิเคราะห AMOVA บงชี้วาความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางชนิดชันโรงอยางมีนัยสําคัญ (ΦPT = 0.46, p-value = 0.0001) เมื่อ
วิเคราะหยีน 16SrRNA ของชันโรงแตละชนิด พบวา ประกอบดวยเบส A และ T ในสัดสวนท่ีสูง โดย T. pagdeni มีรูปแบบของ 
haplotype มากท่ีสุดถึง 18 แบบ และการวิเคราะหลําดับยีนสามารถบงบอกความแตกตางทางพันธุกรรมในระดับสูง ยกเวน L. 
terminata โดยใหคา haplotype diversity อยูในชวง 0.833 ถึง 1.000 และคา nucleotide diversity อยูในชวง 0.086 ถึง 0.318 
นอกจากนี้ลําดับเบสสามารถบงบอกความแตกตางพันธุกรรมระหวางชนิดชันโรงแตละกลุมอยางมีนัยสําคัญ (2= 220.000, p-
value = 0.0225) 
  
คําสําคัญ: ความหลากหลายทางพันธุกรรม  HAT-RAPD  ยีน 16SrRNA  ชันโรง  
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Determining Genetic Diversity of Stingless Bees in Nakorn Nayok 
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Abstract 
The genetic differentiation of stingless bees in Nakorn Nayok was determined by HAT-RAPD and 16SrRNA 
analysis in 43 individuals. The HAT-RAPD results indicated that Tetragonula pagdeni revealed the highest genetic 
diversity (10 haplotypes, %polymorphic band = 76.92 and mean of heterozygosity = 0.2240.056) whereas Tetragonilla 
collina, T. sirindhornae, Tetragonula hirashimai, Lisotrigona furva and Lepidotrigona terminata showed relatively low 
HAT-RAPD polymorphisms. Moreover, the AMOVA results indicated that genetic differentiation among six species of 
stingless bees was statistically significant. (ΦPT = 0.46, p-value = 0.0001). The 16SrRNA analysis showed a high level 
of A and T components. Among these, T. pagdeni revealed 18 haplotypes. In addition, the 16SrRNA analysis 
indicated high genetic differentiation in each species, except for L. terminata. There were the values of haplotype 
diversity and the nucleotide diversity in ranges of 0.833 to 1.000 and 0.086 to 0.318, respectively. The 16SrRNA 
sequences also revealed that genetic differentiation among six species were statistically significant (2= 220.000, p-
value = 0.0225). 
 
Keywords: Genetic diversity, HAT-RAPD, 16SrRNA genes, Stingless bees 
 
บทนํา 
ชันโรงเปนแมลงสังคมจัดอยูในกลุมเดียวกับผึ้งแต
ไมมีเหล็กใน สามารถปองกันการบุกรุกจากศัตรู ดวยการสะสม
ยางไมท่ีเก็บมาจากพืชชนิดตาง ๆ ไวในรัง (Roubik, 1989) 
ชันโรงกระจายตัวท่ัวไปตามเขตรอนท่ัวโลก สรางรังในโพรง
ไมและโพรงดิน และเปนแมลงท่ีมีความสําคัญตอเศรษฐกิจของ
ประเทศ โดยเปนแมลงที่ชวยผสมเกสรและมีบทบาทสําคัญ
ตอการเพิ่มผลผลิตทางการเกษตร (Heard, 1999) และยัง
สามารถผลิตน้ําผึ้งและพรอพอลิสไดเชนเดียวกับผึ้งท่ัวไป 
การเล้ียงชันโรงเพื่อเก็บน้ําผึ้ง เกสร และพรอพอลิส (meli-
poniculture) มีมาต้ังแตอดีตในพ้ืนท่ีชนบท เพ่ือนํามาใช
ประโยชนในทางการแพทยแผนโบราณ (Foster, 1942) นอก-
จากนั้นชันโรงยังมีความสําคัญตอระบบนิเวศและมีความหลาก-
หลายทางชนิด ลักษณะปากรัง และโครงสรางรัง ปจจุบันพบ
ชันโรงเกือบ 500 ชนิด (Michener, 2007) ชันโรงสกุล Melipona 
เปนสกุลท่ีนิยมเพาะเลี้ยงในทวีปอเมริกากลางและใต และมี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ (Dain, 1991) ชันโรงสกุล  Trigona 
เปนสกุลท่ีพบมากในประเทศแถบเอเชีย เชน ไทย อินเดีย 
ศรีลังกา ไตหวัน (Michener, 2000) โดยมีรายงานในประเทศ
ไทยวา พบชันโรงจํานวน 32 ชนิด ท่ีอยูในสกุล Trigona (Kla-
kasikorn et al., 2005) ชันโรงชนิด T. pagdeni เปนชนิดท่ี
พบไดมากและพบไดท่ัวไปตามลักษณะภูมิศาสตรของประเทศ
ไทย โดยสรางรังตามส่ิงกอสรางของมนุษย และตามแหลง
ธรรมชาติอ่ืน ๆ ไดแก โพรงหินโพรงดินและโพรงตนไม (Thum-
majitsakul et al., 2011) ซึ่งประเทศไทยมีทรัพยากรธรรมชาติ
ท่ีอุดมสมบูรณ มีความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตซึ่งเปนฐาน
ทรัพยากรอาหารที่สําคัญของประเทศ โดยเฉพาะจังหวัดนคร-
วารสารหนวยวิจัยวิทยาศาสตร เทคโนโลยี และส่ิงแวดลอมเพ่ือการเรียนรู ปท่ี 5 ฉบับท่ี 2 (2557) 
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นายกเปนพ้ืนท่ีอุดมดวยทรัพยากรธรรมชาติ และมีการทํานา
และสวนผลไมเปนจํานวนมาก (กลุมงานขอมูลสารสนเทศและ
การส่ือสาร, 2557) แตขอมูลเกี่ยวกับชันโรงและประโยชนทาง
สุขภาพยังมีอยูนอยมาก โดยหากการพัฒนาทางเทคโนโลยี
และส่ิงกอสรางของมนุษย เจริญเติบโตอยางรวดเร็วอาจสง 
ผลใหเกิดการลดลงและสูญพันธุของชันโรงได และคุณคาท่ี
ไดจากชันโรงและผลผลิตตอคุณภาพชีวิตท่ีดีของมนุษยจะ
สูญหายไป 
เทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอ randomly amplified poly-
morphic DNA (RAPD) เปนเทคนิคท่ีใชเพ่ือวิเคราะหจีโนม 
ดีเอ็นเอกันอยางแพรหลาย ใชงาย รวดเร็วและไมจําเปนตอง
รูขอมูลพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตท่ีสนใจมากอน โดยเคยมีรายงาน
การใชเทคนิค RAPD เพ่ือศึกษาพันธุกรรมและวิวัฒนาการ
ของแมลงชนิดตาง ๆ (Harry et al., 1998) และเทคนิค RAPD 
สามารถใชบงชี้ความแตกตางทางพันธุกรรมตามลักษณะทาง
ภูมิศาสตรและความหลากหลายทางพันธุกรรมของชันโรง 
Tetragonisca angustula (Baitala et al., 2006) แตเทคนิค 
RAPD มีขอเสีย คือ มีความไวตอการเปล่ียนแปลงสภาวะ
ตาง ๆ และเมื่อทําซ้ํามักจะใหผลท่ีตางจากเดิม ซึ่งปจจุบันนี้การ
ใชเทคนิค HAT-RAPD  (high annealing temperature-RAPD) 
จะชวยทําใหผลท่ีไดแมนยํามากขึ้น โดยการเพิ่มอุณหภูมิใน
ขั้นตอนแอนนีลล่ิง (annealing temperature) ใหอยูระหวาง 
45 – 62°C (Eimert et al., 2003; Ruangsuttapha et al., 2007) 
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของชันโรงในจังหวัด
นครนายกสามารถใชเปนขอมูลท่ีสําคัญเพ่ือการควบคุมและ
อนุรักษชันโรงในพื้นท่ีทองถ่ินท่ีมีโอกาสเส่ียงท่ีจะถูกทําลาย
รังท่ีอยูอาศัยและอาจกอใหเกิดการสูญพันธุได และสามารถ
ใชเปนขอมูลเบ้ืองตนในการสงเสริมการใชประโยชนจากชันโรง
เพ่ือการเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรตอไปได ดังนั้นจุดประสงค
ในการศึกษาวิจยัครั้งนี้เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุ-
กรรมของชันโรงในพื้นท่ีจังหวัดนครนายก เพ่ือใชเปนขอมูล
พ้ืนฐานในการอนุรักษชันโรงและการใชประโยชนจากชนัโรง
อยางมีประสิทธิภาพตอไป 
 
วิธีการดําเนินการวิจัย 
ตัวอยางชันโรงและการสกัดดีเอ็นเอ  
ใชตัวอยางชันโรง 6 ชนิด จาก 4 สกุล ในการสกัด
ดีเอ็นเอ ไดแก Tetragonula pagdeni (จํานวน 24 ตัวอยาง) 
Tetragonula sirindhornae (จํานวน 6 ตัวอยาง) Lisotrigona 
furva (จํานวน 4 ตัวอยาง) Tetragonula hirashimai (จํานวน 
3 ตัวอยาง) Tetragonilla collina (จํานวน 4 ตัวอยาง) และ 
Lepidotrigona terminata (จํานวน 2 ตัวอยาง) ตัวอยางชันโรง
ท้ังหมดพบในพ้ืนท่ีจังหวัดนครนายกและมีการติดตามขอมูล
ทางภูมิศาสตรดวยพิกัด GPS (global positioning system) 
โดยใชเครื่อง Garmin GPS MAP 62s ในระบบ UTM (x-utm 
และ y-utm) โดยแสดงจุดพิกัดดวย Garmin BaseCamp 
software รุน 4.2.5 และแสดงภาพถายดาวเทียมใน Google 
Earth รุน 7.1.2.2041 (ภาพที่ 1) และจําแนกชนิดชันโรงดวย
สัณฐานวิทยาโดยใชกลองสเตอริโอ (ZATURN Stereo Micro-
scope) (ศิริกุล ธรรมจิตรสกุล และคณะ, 2557)  โดยนําตัวอยาง
ชันโรง 1 ตัวจากแตละรัง ท้ังหมด 43 ตัวอยาง มาสกัดดีเอ็นเอ 
โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ PureLink® Genomic DNA Kits (Invi-
trogen, USA) หลังจากนั้นตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอผานเจล 
อะกาโรสอิเล็กโตรโฟไลซิส เปนเวลา 30 นาที โดยใชความ
ตางศักย 100 โวลต และยอมดวยเอทิเดียมโบรไมดและสองดู
ภายใตแสงยูวี 
การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค  HAT-RAPD  
เพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอดวยเทคนิค  PCR  (polymer-
ase chain reaction) โดยใชไพรเมอรแบบสุม 1 ชนิด ไดแก 
ไพรเมอร OPL-11 (Oliveira et al., 2004)  ในปฏิกิริยา PCR 
รวมปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีประกอบดวย ดีเอ็นเอแมแบบ
จํานวน 25 นาโนกรัม ไพรเมอรเขมขน 5 ไมโครโมลาร ปริมาตร 
4  ไมโครลิตร และ 2X GoTaq® Green Master Mix ปรมิาตร 
10 ไมโครลิตร (ประกอบดวยสารละลายบัฟฟอร pH 8.5 dATP 
เขมขน 400 ไมโครโมลาร dGTP เขมขน 400 ไมโครโมลาร
dCTP เขมขน 400 ไมโครโมลาร dTTP เขมขน 400 ไมโคร
โมลาร และ MgCl2 เขมขน 3 มิลลิโมลาร) โดยมีวัฏจักรของ
ปฏิกิริยา เริ่มท่ีขั้นตอน pre-denature 95C นาน 5 นาที 
และตามดวย 35 รอบของ 95C นาน 45 วินาที (denature) 
45C นาน 45 วินาที (annealing) 72C นาน 1 นาที (extension) 
และ final extension 72C นาน 7 นาที หลังจากนั้นตรวจ-
สอบคุณภาพดีเอ็นเอผานเจลอะกาโรสอิเล็กโตรโฟไลซิส เปน-
เวลา 30 นาที โดยใชความตางศักย 100 โวลต แลวยอมดวย
เอทิเดียมโบรไมดและสองดูภายใตแสงยูวี 
การหาลําดับเบสของยีน 16SrRNA  
 เพ่ิมจํานวนชิ้นยีน 16SrRNA ดวยเทคนิค PCR 
ตามวิธีการของ Thummajitsakul et al. (2012) โดยปฏิกิริยา 
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ภาพท่ี 1 แผนที่เก็บตัวอยางชันโรงในพื้นท่ีจังหวัดนครนายก โดยแสดงจุดพิกัดดวย Garmin BaseCamp software รุน 4.2.5 และ
แสดงภาพถายดาวเทียมบน Google Earth รุน 7.1.2.2041 วันท่ี 30 มกราคม พ.ศ. 2557 
 
PCR รวมปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอแมแบบ
จํานวน 50 นาโนกรัม 0.1 มิลลิโมลาร ไพรเมอรและ 2X GoTaq® 
Green Master Mix ปริมาตร 25 ไมโครลิตร (ประกอบดวย 
สารละลายบัฟฟอร pH 8.5 dATP เขมขน 400 ไมโครโมลาร 
dGTP เขมขน 400 ไมโครโมลาร dCTP เขมขน 400 ไมโคร 
โมลาร dTTP เขมขน 400 ไมโครโมลาร และ MgCl2 เขมขน 
3 มิลลิโมลาร) วัฎจักรของปฏิกิริยาเริ่มท่ีขั้นตอน pre-denature 
95C นาน 3 นาที และตามดวย 5 รอบของ 95C นาน 30 
วินาที (denature) 45C นาน 1 นาที (annealing) 72C  
นาน 50 วินาที (extension) และตามดวย 35 รอบของ 95 C 
นาน 30 วินาที (denature) 56C นาน 30 วินาที (annealing) 
72C นาน 50 วินาที (extension) และ final extension 72C 
นาน 7 นาที หลังจากนั้นตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอผานเจล 
อะกาโรสอิเล็กโตรโฟไลซิส เปนเวลา 30 นาที โดยใชความ
ตางศักย 100 โวลต แลวยอมดวยเอทิเดียมโบรไมดและสองดู
ภายใตแสงยูวี  หลังจากนั้นทําความสะอาด PCR product ท่ีได
จากการเพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอดวยชุด HiYieldTM  Gel/PCR 
DNA Fragment Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) 
และใชบริการหาลําดับเบสท่ี Macrogen (กรุงโซล, ประเทศ
เกาหลี) โดยใชเครื่อง ABI Automatic Sequencer 3730XL 
ภายใตภาวะ BigDye terminator cycling 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจากเทคนิค HAT-
RAPD  โดยการแปลผลแถบดีเอ็นเอท่ีพบใหเปน 1 และหาก
ไมพบแถบดีเอ็นเอใหเปน 0  และวิเคราะหคาความหลากหลาย 
%polymorphic loci และ heterozygozity และวิเคราะหความ
แตกตางทางพันธุกรรมระหวางสายพันธุชันโรงดวย AMOVA 
ท่ีอยูในโปรแกรม GenAlEx version 6.501 (Peakall  and 
Smouse, 2012) การวิเคราะหผลลําดับเบสบนยีน 16sRNA 
โดยใชโปรแกรม DnaSP software รุน 5.10.1 (Librado et al., 
2009)  และสราง phylogenetic tree ดวยวิธี UPGMA (un-
weighted pairgroup method with averages) ในโปรแกรม 
MEGA version 6.06 (Tamura et al., 2013) 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
การวิจัยครั้งนี้ไดตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุ-
กรรมจากชันโรงจํานวน 43 ตัวอยาง ท่ีพบใน 16 ตําบล ไดแก 
ตําบลพรหมณี ตําบลเขาพระ ตําบลหินตั้ง ตําบลนครนายก 
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ตําบลทาทราย ตําบลสาริกา ตําบลเกาะหวาย ตําบลโคกกรวด 
ตําบลบานพราว ตําบลอาษา ตําบลพิกุลออก ตําบลบานนา 
ตําบลปาขะ ตําบลศรีกระอาง ตําบลบางปลากด และตําบล
องครักษ ในพ้ืนท่ีอําเภอเมือง อําเภอปากพลี อําเภอบานนา  
และอําเภอองครักษ จังหวัดนครนายก) ดังในภาพท่ี 1 การ
วิเคราะหจีโนมิกดีเอ็นเอของตัวอยางชันโรง 43 ตัวอยาง ดวย
เทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอ HAT-RAPD โดยใชไพรเมอรแบบ
สุม พบแถบดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณได (amplified PCR products) 
มีขนาดระหวาง 200 ถึง 1,500 bp โดยมีรูปแบบของ haplo-
type ท่ีพบในกลุมชนิดชันโรงทั้งหมด มี 22 แบบ จากตําแหนง
ดีเอ็นเอ 12  ตําแหนง (loci) (ภาพที่ 2 และ 3) 
 
 ภาพท่ี 2 ตัวอยางรูปแบบของ HAT-RAPD ของชันโรงที่ทดสอบ โดย M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp marker; 1 – 8 คือ PCR 
product ของตัวอยาง T. pagdeni; 9 – 10 คือ PCR product ของตัวอยาง T. sirindhornae 
 
 ภาพท่ี 3 ตัวอยางรูปแบบของ HAT-RAPD ของชันโรงที่ทดสอบ โดย M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp marker; 1 – 4 คือ PCR 
product ของตัวอยาง T. pagdeni; 5 – 6 คือ PCR product ของตัวอยาง L. furva; 7 คือ PCR product ของตัวอยางT. 
hirashimai 
 
การวิเคราะหพันธุกรรมของชันโรงในพ้ืนท่ีจังหวัด
นครนายกดวยเทคนิค HAT-RAPD สามารถบงบอกความ
หลากหลายทางพันธุกรรมภายในชนิดและระหวางชนิดชันโรง
ท้ัง 6 ชนิด โดยพบวา T. pagdeni  มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมภายในชนิดสูงสุด โดยมีรูปแบบของ haplotype 
ท้ังหมด 10 แถบ คา %polymorphic band เทากับ 76.92  
คาเฉล่ีย Heterozygosity (Mean He) เทากับ 0.2240.056  
รองลงมาชนิด T. collina  (มีแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 3 แถบ  
% polymorphic band = 23.08 คา Mean He = 0.0820.045 
และ T. sirindhornae (มีแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ %polymorphic 
band = 15.38 คา Mean He = 0.0690.047) ตามดวย T. 
hirashimai (มีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ %polymorphic band = 
J. Res. Unit Sci. Technol. Environ. Learning Vol. 5 No. 2 (2014) 
 133 
7.69 คา Mean He = 0.038+0.038) L. furva (มีแถบดีเอ็นเอ 
3 แถบ %polymorphic band = 7.69 คา Mean He = 0.018 
0.018) และ L. terminata (มีแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ %poly-
morphic band = 0 และคา Mean He = 0) ตามลําดับ อยางไร-
ก็ตามชันโรงชนิด T. collina  T. sirindhornae T. hirashimai 
L. furva และ L. terminata มี HAT-RAPD polymorphism 
ในระดับต่ํา อาจเปนผลจากจํานวนประชากรมีจํานวนนอย อัน
เนื่องมาจากถ่ินท่ีอยูอาศัยของชันโรงเหลานี้ถูกรบกวนจนลด
จํานวนลง (Waldschmidt et al. 2002) และเมื่อวิเคราะห
โครงสรางประชากรดวย AMOVA พบความแตกตางทางพันธุ-
กรรมระหวางชนิดชันโรง อยางมีนัยสําคัญ(ΦPT เทากับ 0.46, 
p-value = 0.0001) และพบความแตกตางทางพันธุกรรมภาย-
ในชนิดชันโรง (ΦPR =0.54) (ตาราง 1) 
 
 
  ตาราง 1 ผล AMOVA ของชันโรงทั้ง 6 ชนิดท่ีวิเคราะหจาก HAT-RAPD polymorphisms 
 
Variance Source df SS MS Est. Var. %Var. Statistics p-value 
Among Populations   5 29.479 5.896 0.879 46% ΦPT = 0.46 0.0001 
Within Populations 37 37.917 1.025 1.025 54% ΦPR =0.54  
Total 42 67.395  1.903 100%   
  หมายเหตุ SS = Sum of square, MS = Mean square, Est. Var. = estimated variance 
 
เมื่อวิเคราะหลําดับเบสในยีน 16SrRNA จากตัวอยาง
ชันโรง 6 ชนิด ท้ังหมด 43 ตัวอยาง พบเบส T, C, A และ G  
เฉล่ีย 37.0, 10.1, 38.5 และ 14.4% ตามลําดับ ซึ่งสอด-
คลองกับรายงานของ  Thummajitsakul et al. (2013) ท่ีพบวา 
ยีนตาง ๆ ในไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอของชันโรง T. pagdeni  
ประกอบดวยเบส A และ T ในสัดสวนท่ีสูง  และจากการวิเคราะห
ลําดับเบสในยีน 16SrRNA  ในแตละชนิด แสดงใหเห็นความ
หลากหลายทางพันธุกรรมท้ังภายในและระหวางชนิดชันโรง 
โดย T. pagdeni ใหจํานวนรูปแบบของ haplotype มากท่ี 
สุดถึง 18 แบบ จากท้ังหมด 24 ตัวอยาง ซึ่งชันโรงแตละชนิด
มีคา haplotype diversity สูง ยกเวน L. terminata  และแสดง
คา nucleotide diversity  สูงใน T. collina L.  furva และ T. 
pagdeni T. hirashimai และ T. sirindhornae ตามลําดับ (ตาราง 
2)  โดยลําดับเบสในยีน 16SrRNA ในแตละชนิด มีลําดับเบส
แตกตางกันภายในแตละชนิดชันโรง และพันธุกรรมระหวาง
ชนิดชันโรงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยมีคา 2 
เทากับ 220.000 (p-value = 0.0225) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้
พบวา ลําดับเบสของยีน 16S rRNA สามารถบงชี้ความผันแปร
ทางพันธุกรรมของชันโรงไดดีกวาการวิเคราะหดวยเทคนิค 
HAT-RAPD ท่ีใชจํานวน 1 ไพรเมอร ซึ่งควรมีการใชไพรเมอร 
ชนิดอ่ืนเพ่ิมเติมเพ่ือใหสามารถจําแนกความหลากหลายพันธุ-
กรรมไดมากขึ้น เมื่อยืนยันผลดวยการวิเคราะหความสัมพันธ
ทางสายวิวัฒนาการ พบวา phylogenetic tree ท่ีสรางจาก
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16SrRNA ขนาด 427 bp ดวยวิธี 
UPGMA สามารถแสดงใหเห็นความหลากหลายภายในชนิด
ชันโรงและสายสัมพันธในกลุมชันโรงไดดีกวา phylogenetic 
tree ท่ีวิเคราะหจากเทคนิค HAT-RAPD (ภาพที่ 4ข) 
 
      ตาราง 2 ความหลากหลายทางพันธุกรรมท่ีวิเคราะหจากลําดับเบสของยีน 16SrRNA ของชันโรงที่ทดสอบ 
 
ชนิด Number of sequences Number of haplotypes Haplotype diversity Nucleotide diversity 
T. pagdeni 24 18 0.964 0.133 
T. sirindhornae 6 6 1.000 0.086 
L.  furva  4 4 1.000 0.181 
T. hirashimai 3 3 1.000 0.088 
T. collina 4 3 0.833 0.318 
L. terminata 2 1 - - 
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เทคนิค HAT-RAPD เปนเทคนิคท่ีนิยมใชในการศึกษา 
จีโนมิกดีเอ็เอในส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน เชน กลวย ซึ่งมีความแมนยํา 
สูงและรวดเร็ว (Ruangsuttapha et al., 2007)  อยางไรก็ตาม
การศึกษาพันธุกรรมในชันโรงเคยมีการใชเทคนิค RAPD ใน
การศึกษาชันโรงชนิดอ่ืน ๆ เชน Tetragonisca angustula  
และพบความแตกตางทางพันธุกรรมในกลุมประชากรท่ีจัด 
แบงตามลักษณะภูมิศาสตร (Oliveira et al., 2004) ขณะท่ี 
Waldschmidt et al. (2000) ใชเทคนิค RAPD ในการหาตัวบงชี้
ทางดีเอ็นเอ เพ่ือใชบงชี้ชันโรงชนิด Melipona quadrifasciata
ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมในชันโรงชนิด T. pagdeni  
ในพ้ืนท่ีจังหวัดนครนายก ท่ีไดจากเทคนิค HAT-RAPD และ
การวิเคราะหลําดับเบสในยีน 16SrRNA สอดคลองกับการ 
ศึกษาของ  Thummajitsakul et al. (2008) ท่ีพบความหลาก-
หลายทางพันธุกรรมของชันโรง T. pagdeni ดวยเทคนิคลาย-
พิมพดีเอ็นเอ TE-AFLP (three enzyme-amplified fragment 
length polymorphism) พบความหลากหลายทางพันธุกรรม
สูงภายในชันโรงชนิด T. pagdeni และสามารถตรวจวัดความ
แตกตางทางพันธุกรรมระหวางกลุมประชากรของ T. pagdeni  
ท่ีจัดแบงกลุมตามลักษณะทางภูมิศาสตรของประเทศไทย  
ในทํานองเดียวกันเคยมีรายงานการใชเทคนิค PCR-SSCP (PCR 
based single strand conformation polymorphism) เพ่ือ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16SrRNA โดยสามารถ
ตรวจวัดความแตกตางทางพันธุกรรมภายในชนิดและระหวาง
กลุมประชากร T. pagdeni ได (Thummajitsakul et al., 2011) 
 
 
(ก) 
 
 
(ข) 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  phylogenetic tree แสดงสายสัมพันธวิวัฒนาการของชันโรงดวยวิธี UPGMA (the unweighted pairgroup method 
with averages) โดยที่ A คือ phylogenetic tree ท่ีวิเคราะหจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  16SrRNA  ในตัวอยาง
ชันโรงทั้งหมด โดย TP คือ T. pagdeni, TC คือ T. collina,  TS คือ T. sirindhornae,  TH คือ T. hirashimai,  LF 
คือ L. furva และ LT คือ L. terminata และกลุมเปรียบเทียบคือ Exaerete smaragdina (AJ581101.1) และ Euglossa 
imperialis (AJ581085.1) จากฐานขอมูลนิวคลีโอไทด GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)  และ B 
คือ phylogenetic tree ท่ีวิเคราะหจาก HAT-RAPD polymorphisms 
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สรุป 
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของชันโรง
ในพ้ืนท่ีจังหวัดนครนายกดวยวิธี HAT-RAPD และการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด 16SrRNA จากชันโรง 6 ชนิด 43 ตัวอยาง 
โดยวิธี HAT-RAPD สามารถบงบอกวา T. pagdeni มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูงสุด โดยชนิด T. collina T. sirin-
dhornae T. hirashimai  L. furva และ L. terminata มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในระดบัต่ํา และการวิเคราะห AMOVA 
บงชี้ความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางชนิดชันโรงอยางมี
นัยสําคัญ (p-value = 0.0001) และเมื่อวิเคราะหลําดับเบส
ในยีน 16SrRNA จากตัวอยางชันโรงทั้งหมด พบเบส A และ 
T ในสัดสวนสูง และสามารถบงบอกความแตกตางทางพันธุ-
กรรมท้ังภายในชนิดชันโรงและระหวางชนิดไดอยางชัดเจน  
ดังนั้นขอมูลท่ีไดรับจากงานวิจัยในครั้งนี้ จะใชเปนขอมูลพ้ืน-
ฐานในการจัดการการอนุรักษชนิดชันโรงในทองถ่ิน การพัฒนา 
การใชประโยชนจากชันโรงอยางย่ังยืนและเปนตัวชี้วัดสภาพ
ส่ิงแวดลอมได 
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